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斑马鱼肝癌细胞与肿瘤相关成纤维细胞可视化
转移模型的构建
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用斑马鱼构建肝癌细胞与肿瘤相关成纤维细胞(cancer associated fibroblasts, CAFs)可视化

转移模型,为 CAFs 介导的肿瘤转移患者的机制研究和药效评价提供临床前模型。 方法　 建立肝癌 Huh7 细胞与

CAFs 体外共培养体系,分别采用 CCK8 和 Transwell 小室检测 Huh7 细胞的增殖和迁移能力。 同时将不同颜色荧光

标记的 Huh7 细胞和 CAFs 注射到斑马鱼卵黄周隙中,构建可视化转移模型,观察 CAFs 对 Huh7 细胞迁移的影响以

及 Huh7 细胞与 CAFs 在血管中的结合情况。 结果　 与 CAFs 共培养的 Huh7 细胞的增殖和迁移能力显著增加。 此

外,成功建立斑马鱼肝癌细胞和 CAFs 可视化转移模型。 与 CAFs 共注射的 Huh7 细胞的迁移能力和结合率显著增

加。 结论　 CAFs 促进肝癌细胞的迁移,并且在远端转移中,大多数肝癌细胞与 CAFs 仍处于紧密结合状态。 因此

在临床上可以靶向实体瘤的成纤维成分,阻断其对肿瘤的支持作用,为肿瘤治疗提供新策略。
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cancer-associated fibroblasts in zebrafish

ZHANG Shuo1, JIANG Xiaoyan1∗, SHEN Shuijie2, WU Yu2, CAI Yan1, GE Weiwei1, LI Gaopan3

(1. Department of Pharmacy, Nantong Hospital of Traditional Chinese Medicine, Nantong 226001, China.
2. Department of Science and Education, Nantong Hospital of Traditional Chinese Medicine, Nantong 226001.

3. Hunter Biotech Company, Hangzhou 310051)
Corresponding author: JIANG Xiaoyan. E-mail: 2314652303@ qq.com

【Abstract】　 Objective　 A visual metastasis model of hepatoma cells and cancer-associated fibroblasts (CAFs) was
established using zebrafish to provide a preclinical model for CAFs-mediated mechanism research and therapeutic efficacy
evaluation of patients with tumor metastasis. Methods 　 After establishing a co-culture system, the proliferation and
migration of Huh7 cells were assessed by CCK8 and Transwell assays, respectively. Huh7 cells and CAFs labeled with
different fluorescent dyes were injected into the perivitelline space of zebrafish to establish a visual metastasis model. The
effects of CAFs on Huh7 cell migration and Huh7 cell binding to CAFs in blood vessels were observed. Results 　 The
proliferation and migration of Huh7 cells co-cultured with CAFs were increased significantly. A visual metastasis model of
hepatoma cells and CAFs in zebrafish was established successfully. The migration and binding rate of Huh7 cells co-injected
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with CAFs were increased significantly. Conclusions　 CAFs promote migration of hepatoma cells, and most hepatoma cells
are tightly bound to CAFs in distal metastases. Therefore, fibroblasts of solid tumors can be targeted to block their support
of tumors and provide a new strategy for cancer therapy.

【Keywords】　 cancer associated fibroblasts; hepatocellular carcinoma; metastasis; zebrafish; visualization
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　 　 根据世界卫生组织国际癌症研究机构发布的

数据,2020 年全球被新确诊为肝癌的人超过 90 万,
肝癌死亡的人达到 83 万,可见肝癌的发病率和死亡

率几乎相当[1]。 其中肝细胞肝癌 ( hepatocellular
carcinoma,HCC)占肝癌的 70% ~ 90%,具有起病隐

匿、恶性程度高、预后差等发病特点。 目前 HCC 的

治疗主要包括肝切除、肝移植和射频消融,但是频

繁的肝内或全身转移仍是患者复发的主要原因[2]。
肿瘤相关成纤维细胞( cancer associated fibroblasts,
CAFs)作为肿瘤微环境中最丰富而活跃的间质细胞

群,通过分泌多种生长因子强化 HCC 特征,包括侵

袭能力、细胞外基质调控、血管新生及耐药性[3]。
更重要的是,CAFs 从原发部位动员、募集、劫持癌细

胞进行扩散,并协助癌细胞定植到新的转移灶[4-5]。
可见,目前治疗的靶点已经单纯从肿瘤本身变为癌

细胞和 CAFs 之间相互作用,因此构建肝癌细胞与

CAFs 可视化转移模型尤为重要。
癌细胞与 CAFs 的体外共培养,被广泛应用于

肿瘤微环境中间质细胞对肿瘤转移的研究[6-7]。 近

年来,斑马鱼模型研究癌细胞迁移和肿瘤微环境越

来越有价值[8-9]。 利用斑马鱼建立肝癌细胞与

CAFs 可视化转移模型的主要优势: (1)斑马鱼幼胚

缺乏高效的免疫系统,可以在体内迅速形成原发肿

瘤[10]; (2)转基因斑马鱼的血管内皮细胞表达荧光

蛋白,血管的形态在激光共聚焦成像系统下能够直

观展示; (3)由于肝癌细胞与 CAFs 被不同颜色的

荧光标记,肝癌细胞和 CAFs 之间的相互作用在单

细胞水平上能够直接可视化。 本研究建立肝癌

Huh7 细胞与 CAFs 体外共培养体系,同时构建 Huh7
细胞与 CAFs 可视化转移模型,为 CAFs 介导的肿瘤

转移患者的机制研究和药效评价提供临床前模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

TG 品种的 flk1-EGFP 转基因斑马鱼,由环特生

物科技公司提供【SCXK(浙)2022-0003】。 斑马鱼

置于 28℃恒温的循环水中培养,电导率为 450 ~

550 μS / cm, pH = 6. 5 ~ 8. 5, 硬 度 为 50 ~
100 mg / L CaCO3。 房间温度为(28 ± 2)℃,相对湿

度为(60 ± 5)%,给予 14 h 光照和 10 h 黑暗交替照

明,饲养于环特生物养鱼中心【 SYXK(浙) 2022 -
0004】。 饲养及管理符合国际 AAALAC 认证的要

求,所有操作均获得杭州环特生物科技公司伦理委

员会批准(IACUC 2022-3718-01)。
1. 1. 2　 细胞株

人肝癌 Huh7 细胞、正常成纤维细胞 ( normal
fibroblasts,NFs)、CAFs 均由上海传秋生物科技公司

提供。 Huh7、NFs、CAFs 细胞用含 10%胎牛血清、
100 μg / mL 青霉素、100 μg / mL 链霉素的 DMEM 培

养基,37℃、5% CO2 培养箱中培养。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

DMEM 培养基、胎牛血清购自南京生航生物技

术公司;抗 Vimentin 抗体购自美国 proteintech 公司;
CCK8 试剂盒购自广州赛库生物技术公司;Transwell
小室购自广州洁特生物科技公司。 酶标仪购自美

国 Bio Tek 公司;光照培养箱型号为 GHP-400,购自

上海将任实验设备公司;体视显微镜型号为 SZ51,
激光共聚焦扫描显微镜型号为 FV3000,均购自日本

Olympus 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞免疫荧光鉴定

取对数生长期的 CAFs 细胞,进行细胞爬片、固
定,加入 50 μL 破膜封闭液。 2 h 后吸出封闭液,加
入 50 μL 抗 Vimentin 抗体(1 ∶100),4℃孵育过夜。
第 2 天室温避光孵育二抗(1 ∶ 500) 2 h,PBS 浸洗

3 次。 然后加入 DAPI 染色 5 min,PBS 浸洗 3 次。
滴加 Fluoromount-G 封片,利用荧光显微镜观察并采

集图像。
1. 2. 2　 实验分组及建立肝癌 Huh7 细胞与 CAFs 共

培养体系

分为 Huh7 细胞单独培养组(Huh7 组)、Huh7
细胞与 NFs 共培养组(NFs 组)、Huh7 细胞与 CAFs
共培养组(CAFs 组)。 使用 Transwell 系统(0. 4 μm
孔径)建立共培养体系,上层接种 CAFs,下层接种

Huh7 细胞。
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1. 2. 3　 CCK8 法检测细胞增殖能力

取对数生长期的 Huh7 细胞,将每孔含 1. 2 ×
104 个 Huh7 细胞的细胞悬液接种于 Transwell 下

室,每孔 600 μL 细胞悬液。 取对数生长期的 CAFs,
将每孔含 1. 2 × 104 个 CAFs 的细胞悬液接种于

Transwell 上室,每孔 200 μL 细胞悬液。 每组设置

5 个复孔,置于细胞培养箱中培养。 分别于 12、24、
48 h 取出培养板,每孔加入 20 μL 的 CCK8 试剂,待
培养液显色后,用酶标仪测定各孔在 450 nm 处的吸

光值。 用细胞存活率代表细胞增殖能力,计算公式

为:细胞存活率= (处理组吸光值-空白组吸光值) /
(对照组吸光值-空白组吸光值)× 100%。
1. 2. 4　 Transwell 小室检测细胞迁移能力

取对数生长期的 Huh7 细 胞, 用 无 血 清 的

DMEM 培养基重悬细胞,将每孔含 2 × 104 个 Huh7
细胞的细胞悬液接种于 Transwell 上室,每孔 400 μL
细胞悬液。 将每孔含 1 × 104 个 CAFs 的细胞悬液

接种于 Transwell 下室,每孔 600 μL 细胞悬液,在细

胞培养箱中培养 24 h。 取出小室,吸出培养液,用棉

签将未迁移的细胞轻轻擦掉,100%甲醇溶液固定,
随后用 0. 1%结晶紫染色 20 min,蒸馏水冲洗。 倒置

显微镜下随机选取 5 个视野计算迁移细胞数。
1. 2. 5　 利用斑马鱼建立肝癌细胞与 CAFs 可视化

转移模型

染色:制备细胞悬液,1 mL Huh7 细胞悬液加入

5 μL 的红色荧光染料 CM-DiI,1 mL CAFs 细胞悬液

加入 1 μL 的远红外荧光探针 DiD。 1000 r / min 离

心 3 min,PBS 清洗 3 次后用 DMEM 培养基重悬至

2 × 107 / mL。 注射:将受精后 2 d 的 flk1-EGFP 转基

因斑马鱼胚胎固定至低熔点琼脂板上。 将已染色

的 Huh7 细胞注射到胚胎的卵黄周隙中,每胚胎约

400 个细胞。 随机分成 3 组:Huh7 组、NFs 组、CAFs
组。 Huh7 组只注射 Huh7 细胞。 CAFs 组先注射

Huh7 细胞,1 h 后再注射已染色的 CAFs 细胞,每胚

胎约 400 个细胞。 挑选完毕后将斑马鱼胚胎置于光

照培养箱中培养。 观察:注射 4 d 后采用激光共聚

焦显微镜进行观察,统计尾部泄殖腔周围远端迁移

的 Huh7 细胞数目,以及 Huh7 细胞与 CAFs (或

NFs)双染的细胞数目,计算 Huh7 细胞与 CAFs(或
NFs)的结合率,结合率 = Huh7 细胞与 CAFs(或
NFs)双染的细胞数目 /远端迁移的 Huh7 细胞数目。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS 19. 0 软件分析数据。 数据用平均值

± 标准差(􀭰x ± s)表示,采用单因素方差分析,方差

齐性的组间两两比较采用 LSD 法,不满足方差分析

条件的采用 Kruskal-Wallis H 检验。 以 P < 0. 05 表

示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 免疫荧光鉴定

对 NFs 和 CAFs 间质细胞标志物进行检测,结
果显示 NFs 呈梭形或多角形,细胞规则;CAFs 形态

不规则,细胞突起多于 NFs。 Vimentin 在 CAFs 中的

表达高于 NFs(图 1)。

注:免疫荧光染色检测 Vimentin 蛋白分布情况。

图 1　 CAFs 和 NFs 中 Vimentin 表达情况

Note. Distribution of Vimentin protein was detected by immunofluorescent staining.

Figure 1　 Expressions of Vimentin in CAFs / NFs cells
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2. 2　 CAFs 促进肝癌 Huh7 细胞的增殖

将 Huh7 细胞单独培养设为对照组,与 CAFs 建

立共培养体系,培养 12、24、48 h 后检测细胞增殖情

况。 结果表明,培养 24 h 和 48 h 后,CAFs 组 Huh7
细胞的增殖能力显著高于 Huh7 组(P < 0. 05 或 P <
0. 01)。 与 Huh7 组相比,NFs 组 Huh7 细胞的增殖

能力无显著性差异(图 2)。

注:与 Huh7 组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 2　 CAFs 对肝癌 Huh7 细胞增殖的影响

Note. Compared with group Huh7,∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01.

Figure 2　 Effect of CAFs on the proliferation of Huh7 cells

2. 3　 CAFs 促进肝癌 Huh7 细胞的迁移

采用 Transwell 体系建立 CAFs 与 Huh7 细胞共

培养模型,观察 CAFs 对 Huh7 细胞迁移能力的影

　 　 　 　 　 　 　 　

响。 结果显示,与 Huh7 组相比,NFs 组、CAFs 组

Huh7 细胞的迁移数目显著增加(P < 0. 05 或 P <
0. 01)。 与 NFs 组相比,CAFs 组 Huh7 细胞的迁移

数目显著增加(P < 0. 01)(图 3)。
2. 4　 斑马鱼肝癌细胞与 CAFs 可视化转移模型的

构建

将红色荧光染料 CM-DiI 标记的肝癌 Huh7 细

胞和远红外荧光探针 DiD 标记的 CAFs 注射到斑马

鱼胚胎中,构建斑马鱼肝癌细胞和 CAFs 可视化转

移模型,激光共聚焦显微镜下观察肿瘤微环境中

CAFs 对 Huh7 细胞迁移的影响。 其中红色细胞代

表远端迁移的 Huh7 细胞,蓝色细胞代表远端迁移

的 CAFs(或 NFs),紫色细胞代表 Huh7 与 CAFs(或
NFs)双染的细胞,即 Huh7 与 CAFs(或 NFs)在血管

中结合的细胞。 与 Huh7 组相比,NFs 组远端迁移的

Huh7 细胞数目无显著性差异,而 CAFs 组远端迁移

的 Huh7 细胞数目显著增加 (P < 0. 01) (图 4A,
4B)。 大多数远端迁移的肝癌细胞能够与 CAFs 紧

密结合,显示双染阳性。 Huh7 细胞与 CAFs 的结合

率高于与 NFs 的结合率(P < 0. 05) (图 4A,4C)。
结果表明 CAFs 促进肝癌 Huh7 细胞迁移,并且在远

端转移过程中大多数肝癌细胞与 CAFs 仍处于紧密

结合状态。

注:与 Huh7 组相比,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01;与 NFs 组相比,##P < 0. 01。 (下图同)

图 3　 CAFs 对肝癌 Huh7 细胞迁移的影响

Note. Compared with group Huh7, ∗P < 0. 05, ∗∗P < 0. 01. Compared with group NFs, ##P < 0. 01. (The same in the following figures)

Figure 3　 Effect of CAFs on the migration of Huh7 cells

3　 讨论

为了更好地模拟肿瘤生长微环境,开发癌细胞

和 CAFs 相互作用的临床前模型迫在眉睫[11]。 本实

验利用 flk1-EGFP 转基因斑马鱼的血管能够清晰成

像,构建不同颜色荧光标记的肝癌细胞与 CAFs 可

视化转移模型,对于研究肿瘤微环境中间质细胞对

肝癌细胞转移的作用机制、寻找新的治疗靶点、评

估新型药物至关重要。
目前很多研究者将目光投入于 CAFs 介导的啮

齿类动物转移性肿瘤模型中,即从新鲜的肿瘤标本

中提取 CAFs,然后将癌细胞和 CAFs 按照一定的比

例移植到小鼠体内,通过肿瘤体积、结缔组织增生、
转移器官数量等组织病理学方法评价肿瘤的转移

情况[12-15]。 与上述模型相比,本实验构建斑马鱼肝

癌细胞与 CAFs 可视化转移模型的优势在于,肝癌
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注:A:将肝癌 Huh7 细胞和 CAFs(或 NFs)注射到斑马鱼胚胎的卵黄周隙中,构建斑马鱼肝癌细胞和 CAFs 可视化转移模型,红色细胞代

表远端迁移的 Huh7 细胞,蓝色细胞代表远端迁移的 CAFs(或 NFs),紫色细胞代表 Huh7 与 CAFs(或 NFs)双染的细胞;B:注射 4 d 后,对
斑马鱼尾部泄殖腔周围远端迁移的 Huh7 细胞数目进行统计;C:对斑马鱼血管中 Huh7 细胞与 CAFs(或 NFs)的结合率进行统计;与 NFs

组相比, #P < 0. 05。

图 4　 斑马鱼肝癌细胞与 CAFs 可视化转移模型的构建(n = 8)
Note. A. Huh7 cells and CAFs / NFs were implanted into the perivitelline space of each zebrafish, which could construct the visual metastasis model
of Huh7 cells and CAFs in zebrafish. Red cells represented distally migrating Huh7 cells. Blue cells represented distally migrating CAFs / NFs.
Purple cells represented Huh7 cells co-stained with CAFs / NFs. B. 4 days after injection, the number of distally migrating Huh7 cells around the tail
cloaca of zebrafish was counted and statistically analyzed. C. Binding rate of Huh7 to CAFs / NFs in zebrafish blood vessels was statistically analyzed.

Compared with group NFs, #P < 0. 05.

Figure 4　 Construction of visual metastasis model of Huh7 cells and CAFs in zebrafish(n = 8)

细胞与 CAFs 被荧光染料标记成不同的颜色,同时

斑马鱼血管能够清晰成像,使得观察研究这两类细

胞在血行转移和远端播散中的相互作用成为可能,
实现了单细胞水平上的直接可视化,而这对于其他

动物模型仍然具有很大的挑战性[16]。 虽然国外也

有文献报道了通过癌细胞和 CAFs 共同注射到斑马

鱼体内建立肿瘤转移模型,但是实验操作是先将癌

细胞和 CAFs 混合于培养基中,再将混合液注射到

斑马鱼卵黄周隙中,可能因为两种细胞混合不均匀

影响结果的准确性[17]。 因此本实验做了一定的改

进,先注射癌细胞,1 h 后再注射已染色的 CAFs 细

胞,采用这种分开注射的方法保证了结果的准确性。
斑马鱼是研究肿瘤发病机制和转移的新型常

用模型[18]。 本实验不仅建立肝癌 Huh7 细胞与

CAFs 体外共培养体系,同时利用斑马鱼构建 Huh7
细胞与 CAFs 可视化转移模型,分别从体外和体内

003
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观察 CAFs 对 Huh7 细胞迁移的影响。 体内外实验

均证实了 CAFs 促进肝癌细胞的迁移。 研究发现肿

瘤间质细胞 CAFs 与癌细胞相互作用促进肿瘤发生

发展,但两者细胞在血管中的结合情况报道较

少[19]。 因此本实验还利用斑马鱼模型观察了 Huh7
细胞与 CAFs 在血管中的结合情况。 结果发现在远

端转移中,大多数肝癌细胞与 CAFs 仍处于紧密结

合状态,这与文献报道符合,即 Huh7 细胞与 CAFs
的复合物是促进肿瘤转移的引擎,肿瘤“种子”和纤

维化的“土壤”一起进入血液循环,甚至包括远端组

织和器官。 提示我们在临床上可以靶向实体瘤的

成纤维成分,阻断其对肿瘤的支持作用。 下一步实

验将运用哺乳动物 NOD / Scid 严重免疫缺陷小鼠或

Balb / C 裸鼠皮下接种人荧光标记癌细胞株 Huh7,
同时在癌细胞株周围给予荧光标记不同颜色的

CAFs,结合小动物成像动态观察体内肿瘤不同时间

的生长情况,为临床肿瘤研究提供新途径。
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